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細菌による p.クレゾー JVの生成
千葉大学医学部医化学教室(主任赤松茂教授〉
加藤宏 
KOUIC田区ATO
〈昭和 31年 8月 29日受付〉
尿中に出現するフェノ{ルの生成機序については，前報く1)(2)に於いて述べたが"フェ_/.-ル
と共に p-クレゾ戸ルが尿中に出現するととも，多数の研究者切により報告されている。 E. 
Baumann仰は醇臓を用いた腐敗実験で，チロジンより p-クレゾ戸ルが生成されることを認
め，チロジンよりプェノ{ルを生ずる経路をチロジン→p-オキシ・フェエル・プロピオン酸→ 
p-オキシ・フェエル酷酸→p-クレグ戸 Jレ→フェノ{ルと推定している。
著者は大便中より 2種類の大腸菌を分離し，チロジンより p-クレグ.-}レを生成する経路を検
討したので報告する。
実験の部 

。基質 

オキp-酷酸，].，1オキシ・フェニp-1. チロジシ， 
シ・フェニル乳酸， p-オキシ安息香酸， p-オキシ・
・フェニル・アグ Pノレ酸は前報仰と同じ製品を用いた。
2. チラミン Light社(英国〉製の製品を用い
た。

II) 菌の分離

1. p-オキシ・フェニル酷酸より p- グレゾ ~l]" を
生成する菌 • 
前報仰の p-オキシ安息香:酸よりフェノール生成
菌の分離に於いて述べた合成液体培地の組成のうち
p-オキシ安息香酸の代りに， p-オキシ・フェニル酷
酸を添加した pH7の合成液体培地を使用し，前回
と全く同様に操作し， p-オキシ・フェニル酷酸より 
pー クレゾールを生成する菌株を得た。
此の菌種は大腸菌である。
菌株は此の液体培地を pH 6に補Eしたものの中
に増殖させ，そのま L氷室に保存した。此の菌株を 
シ・フェニノレ酷酸より p-グレゾー 1]"を生成する菌
を，前述の培地から遠沈して集め被菌蒸留水で洗つ
て添加し，更に 1夜 370Cに培養する。此の培地の
遠心沈澱上清からクロロホルムで， p・!7レゾー ルを
抽出し， N/o・NaOHに転溶して， Paulyのヂアゾ・ 
ベンゾール・スノレフオシ酸との呈色で，赤色に呈色
した p-グレゾーノレを証明した場合には，前述氷室保 
存の培地から，普通寒天平板培地に菌の分離培養を 
試み，各独立集落を前述の液体培地に移L，18時間
培養後， p-オキシ・フ且ニル酷[酸分解菌を加え， p-
グレゾ{ル生成を示す菌株を求めた。そのとき p-ク
レゾ ~l]"証明と同時に赤松・宍倉法でフェノ{ノレの 
呈色を試み，フェノーノレが生成されてし、ないことを
確認した。
此の菌種は大腸菌である。分離した有効菌株は，
此の液体培地を pH 6に補正したものに増殖させ，
そのま L氷室に保存した。此の菌株を B菌と仮称す
る。
lli) 菌浮遊液 
A菌と仮称する。1.A菌の場合乳酸アムモニウム O.5g，第 1燐 
2. 'p-オキシ・フェニル乳酸より p-グレゾールを
生成する菌
前述の合成液体培地の組成のうち p-オキシ・フェ
ニル酷酸の代りに， p-オキシ・フェニル乳酸を添加
した pH7の合成液体培地に，大便の7.K稀薄液を 1
滴加え， 370C 1夜培養し，此の液体培地を二γに分
け) -0/は氷室中に保存し，他の-'Yには p-オキ
酸カ:v0.2 g，硫酸マグネシウム 0.02g，肉エキス 1 
g，ベプトユ/1g，寒天 3g，酵母抽出液 100mlより
なる平板培地 (pH7)に保存液体培地中の菌を栢え
継ぎ， 370C，17時間増殖させた。以下の操作は前報 
(5)と同様にして，菌浮遊液を作った。
此の菌浮遊液に含まれる乾燥菌量は約 30mgjml 
である。
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2. B菌の場合普通寒天平板培地 CpH7)にて
増菌し，以下前報仰と同様にして，菌浮遊液を作つ
た。
此の菌浮遊液に含まれる乾燥菌量は約30mg/ml
である。
百〉定量法 
1. p-クレゾー ノレの定量
前報〈りのフ三ノー ノL定量に於いて述べたと同様に
して，クロロホノレムで p-クレゾー 7]，.を抽出し， N /5・ 
NaOHに転溶して後， Paulyのジアゾ・ベンゾ{
ル・スルフォ y酸との反応による呈色ωによって比
色定量した。 
此の方法では p-グレゾー 7]，.が存在する時は，試験
液は赤色を呈し， フェノーノレが存在する時は黄色を
呈する。 
試薬
1. ヂアゾ・ペ y ゾー 7"・スルフォン酸溶液: 氷
冷しつつ第 1液と第 2液各1.5mlを容量 50mlの
コルベンに入れ，良く混和し， 5分後第 2液 5mlを
追加し，更に 5分後水を加えて，全量 50mlにして， 
15分後使用する。
第 1液: 37% HCl 45 mlの中にヌルプアニル酸 
4.5gを溶き，蒸溜水にて 500mlにする。
第 2液: NaN02 25gを蒸溜水に溶き， 500ml 
とする。 
2. 1.1g/dl Na2C03 

実 施
 
前報仰の知くにして試験液中の p・グレゾ{ルを
クロロホルムで抽出L，更に N/5NaOH水溶液中
に転溶し，此れの1.0mlをとり， HClで中和したも
のを被検液とする。 
此の被検液にヂアゾ・ベンゾール・スルフオシ酸 
試薬 2mlを加え，次いで Na.2C035mlを加えて 
良く振謹する。発色した赤色は約3分間で最高とな 
分間で，3-..5分間安定している故，呈色後3--5り， 
フィルタ~ S 53を用いて定量する。 
p-グレゾールの検量曲線
第 1図に示す如く， M/4000以下の濃度の p-グレゾ
ールの吸光係数は濃度に比例する。 M/4000の吸光係
数は 0.660であった。 
2. フェノーノレの定量グロロホルム抽出，転溶
液につき赤松・宍倉法〈りで比色定量した。
V) 実験方法
試験液組成及び実験条件は前報〈りと同様である。
実験に用いた緩衝液は pH6の M/10燐酸塩混液で
図1. p-グJゾ戸ノレ濃度と吸光係数との関係
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ある。実験温度は370Cである。
実験成績 
A菌使用の場合 
1. A菌浮遊液による 
p-オキシ・ブェニ
ル酷酸より p-グレ
ゾー 7v生成の場合
の至適酸度
至適酸度は第 1表の如
くpH 6である。
2.	 トルオ{ル重畳の 
影響
p-オキシ・フェニル酷
酸終濃度 M/2000，実験時
間 5時間で p-グレゾ{
表1. p-オキシ・ブェ
ニル酷酸より p-グレ
ゾーノレ生成の至適酸度 
pH 1生成率 
5.0 
6.0 
6.5 
7.0 
7.5 
8.0 
10.3% 
16.6 
13.9 
12.8 
12.1 
9.8 
基質終濃度 M/2000・
実験時間5時間，
トパオ{ノレ重畳。
7]，.生成率は， トノレオール重畳の場合 13.0%， トルオ
ール重畳しない場合 13.4%で， トルオール重畳は
p-グレゾ{ノレ生成に影響しない。
3. 補酵素の決定
A菌浮遊液を用いて， p-オキシ・フェニル酷酸よ
りp-クレゾール生成に対する V.B1C終濃度 M/，fOO)， 
MgC12(終濃度 M/1000)，ATP (同 M/.2000)の影響を 
みると，第2表の知く V.B1> MgへATPはp-グレ
ゾール生成を促進するが， V.B1+Mg+ATPは更
にp-グレゾー 7]，.生成を増強する。
4. A菌浮遊液による諸種化合物よりの p-クレ 
ゾール生成の有無
此の菌はチロジシ，チラミシ， p-オキシ・フェニ 
ル乳酸， p-オキシ・プェニル・アグ Pル酸， p-オキ
シ安息香酸より p・グレゾ{ル及びフェノ{ルを生
成しなL、。叉p-オキシ・フェニル酷酸よりフェノ{
¥ 
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表 2. V. B1' Mgl+， ATPのr!-クレゾー ル ニル酷酸より p-グレゾ戸ルを生成し，チロジン， p-
生成に対する影響 オキシ・フェニル乳酸， p~オキシ・フェニル・アグ
添加 物|生成率 リノL酸， p-オキシ安息香=酸より p-グレゾーノレ及びフ
12.4% ェノ{ルを生成しない。此の大腸菌による p-クレゾ対 ，、昭
V. B1 

MgC12 

ATP 

V. B1+ MgC12 

22.8 
22.0 
I 23.0 
I 25.5 
V. B1+ ATP + MgC12 I 34.5 
基質終濃度 M/2oo，実験時間 5時間，
トルオール重畳。
ルを生成しない。 
B菌使用の場合 
1. B菌浮遊液による諸種化合物よりの p-グレ
ゾーん生成の有無
前述の知く菌Aは p-オキシ・フェニル酷酸より p-
グレゾ{ノレを生成するが，チロジン， p-オキシ・フ
オキシ安息香酸，チラミシより p-グレゾーノレ及びフ
ェノ{ルを生成しなし、。 B菌単独の作用では比等全
ての佑合物より p・グレゾ{ル及びプェノールを生
成しなし、。然しA菌 +B菌は， 17時間にて p-オキ
シ・フェニノレ乳酸より p-クレゾールを 20%生成し，
チロジシより 24%p-グレゾールを生成するが， p-
オキシ・フェニノレ・アグ Pル酸及び p-オキシ安息香
酸，チラミシよりフェノ，ールも p-グレゾ{ノレも生成
しなし、。 
2. A菌， B菌のチロジシに対する作用
A菌及びB菌を用いて，チロジンよりの p-グレゾ
戸ノレ及びアムモニアの生成率を調べた結果は第3表
の如くである。
表 3. チロジシよりのアムモニア及び 
p-グレゾーノレ生成の向時定量 
{ル生成の至適酸度は pH6であり，ピタミユ/B1> 
Mg，ATPはp・グレゾーノレ生成を増強した。止と等の
ことは，前報に述べた p-オキシ安息香酸より単純な
る脱 CO2によりフェノールを生成する場合と同一
機構を示しているが，此等の二つの菌は基質特異性
があり，互に他の基質の COOH基よ'り脱 CO2を行
わない。次にB菌は単独では以上の諸種化合物より 
p-クレゾールの生成を示さなかったが， A菌と B菌
を同時に使用すると，チロジミ/及び p-オキシ・フェ
ニル乳酸からは， p-クレゾールの生成をみた。更に 
B菌はチロジンよりアムモニアを出すが p-グレゾ
ールを生成しなし、。ところが此の B菌にA菌を共に
用いると，アムモニアと共に p-グレゾールの生成を
ェニル乳酸， p-オキシ・フェニル・アク!J1レ酸， p・ みた。此のことより B菌はチロジンを脱アミノ化
し，次いで酸化的脱 CO2により p-オキシ・フェニ
ル酷酸を生成する酵素系を有していることがわかつ
た。
実験に供した p・オキシ・フェニ 71...乳酸が酸化され
て， p-オキシ・フェニル・ヒりレビン酸，ついて p-オ
キシ・フェニル酷酸になることは安易に推定しうる。
此の B菌によりチロジシは， p-オキシ・フェニノレ
酷酸まで代謝され， p-オキシ・フェニル酷酸にA菌
が作用して， p-グレゾーノレを生成すると息われる。 
1877年に E.Baumannは牒臓を用いた腐敗実験 
で，次の物質を分離して，チロジンより p・グレゾー
ノレ生成の経路をチロジン→p-オキシ・フェニノレ・プ
ロピオン酸→p-オキシ・フェニノレ酷酸→p-クレゾ{
ルと推定しているが，著者の実験成績より考える
と，チロジシ→p-オキシ・フェニル乳酸 (p-オキシ・
フェニル・ピルピン酸〉→ p~オキシ・フェニル酷酸 
→p-クレゾ{ルなる経路があるとし、し、得るが， p-オ
98% 
99 
0% 
43 
B 菌 キシ・フェニル・ヒソレピシ酸も経由することも考え
られる。 1917年に佐々木仰は ProteusvulgarisをA菌+B菌 
チロジシ終濃度 M12000，実験時間 17時間，
トルオール重畳せず。
第 3表の知く. B菌はチロジシよりアムモニアを 
生成するが， p-グレゾールを生成しなし、。然しA菌 
+B菌はチロジ Y よりアムモニアを 99%生成し
この時 p-クレゾ{ノレの生成率は 43%である。
者按
著者が大使中より分離したA菌は p-オキシ・フェ
用い，チロジンより，‘ p-オキシ・フェニル乳酸， p-
オキシ・フェニル酷酸， p-オキシ・フェニノレ・プグ
!J1レ酸を分離したと報じ， 1921年平井仰は Proteus
vulgarisを用いた実験で，チロジンより p-オキシ・ 
ブェニノレ・アグ Pノレ酸， p-オキシ・フェニノじ酷酸を
分離したと報じている。この様に佐々木も平井も♂ 
p-オキシ・フェニル酷酸と共に， p-オキシ・ブェニ
ノレ・アグ!J/レ酸を分離しているが，著者の成績から
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みると， p-オキシ・フェニル・アグ Pノレ酸は，チロ なし、。なお，チロジンから p-オキシ・フェニル酷酸
ジンより p-オキシ・フェニノレ酷酸及び p-クレゾー ノレ の生成経路としては，チラミシを中間体とすること
への中間代謝物で、はないとし、し、得る。また， E.Bau- が考えられる。此れから著者の分離した細菌酵素の 
mannはp-クレゾール→ブェノールなる経路を推 作用によって p-グレゾールが生成されることにも
考しているが，著者のA菌は p-グレゾ{ルからフェ なるo
ノ ~l]，. を生成しなかった。但し， p-クレゾ{ノレのメ 以上の今回の著者の成績よりチロジシより p-グ
チル基を酸化して COOHとして，これを脱 CO2し レゾールの生成には，次の知き経路があるとし、し、得
てフェノールを生成する菌の存否はまだ検討してい る。 
王、 CH2-CH(OH)-COOl二〉ー/HOζHO仁二〉ー CH2-CO-COOHHO(コ-CH2ー  CH(NHρ-COOH¥LJ明O(コーCH~ーCH-NH2一一一_/ 
HOCコ-CH-COOH→HO(コ-CH3
総括 
1) p-オキシ・ヲェエル酷酸より p-ク vy.-ルを生成する大腸菌を大使'より分離したO至・適
酸度は pH6であるO
乙の菌はチロジン， p-オキシ・フェニル乳酸， p-オキシ・フェエル・アクリル酸より p-クV
グ{ル及びフェノ rー ルを生成しなし'0叉p-オキミ/安息香酸よりフェノ戸ルを生成しない。 
V.B，+ ATP十 Mgは，此の菌による p-クνグ.-Jレ生成を増強する。 
2) チロジンを脱アミノイ七し，ついで脱炭酸して p-オキシ・フェニル酷酸まで代謝する他種
の大腸菌を大便より分離した。此の菌はチロジンより p-ク vy.-ル及びフェノ戸ルを生成し
ない。 
3) 両種の菌の作用により，チロジンより p-クレグ{ルが生成されるO その経路はチロジン 
→pー オキシ・フェニル乳酸または p-オキシ・ブェエル・ゼルピン酸→p-オキシ・ブェニル酷酸 
→p-クレグ戸Jレである
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